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Steroidogenesis and steroidogenic gene expression in postnatal fetal rat Leydig cells 
 
Universität Leipzig, Dissertation 
56 Seiten, 69 Literaturangaben, 3 Artikel, 5 Abbildungen 
 
Referat: 
Die vorliegende Arbeit untersucht die Steroidogenese und die Expression Leydig-Zell-
spezifischer Gene in Kulturen postnataler fetaler Leydig-Zellen (PFLC).  Die Stimulation von 
PFLC mit hCG und (Bu)2cAMP bewirkt eine Steigerung der Testosteronproduktion in vitro. 
Es wurde eine zeitabhängige Abschwächung der Testosteronproduktion durch (Bu)2cAMP-
stimulierte PFLC beobachtet. Diese war begleitet von einer Akkumulation von Progesteron 
im Kulturmedium und einer Suppression der Expression von P450c17 auf dem 
translatorischen Level. Während der Kultivierung verloren PFLC ihre Fähigkeit der 
Expression Leydig-Zell-spezifischer Gene (z.B. 3βHSD, P450c17, Insl3). Dieses Phänomen 
konnte durch Stimulation mit (Bu)2cAMP rückgängig gemacht werden.  
Außerdem zeigte sich, dass PDGFα allein und in Kombination mit (Bu)2cAMP signifikant die 
Proliferation der PFLC in vitro stimulierte. 
Die vorliegende Arbeit deutet darauf hin, dass cAMP-aktivierte Signalkaskaden eine wichtige 

















17β-HSD 17-β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase  
Acetyl-CoA Acetyl-Coenzym-A 
ALC  adulte Leydig-Zelle 
AMH  Anti-Müller-Hormon 
BrdU  Bromdesoxyuridin 
(Bu)2cAMP dibutyryl cyclisches Adenosinmonophosphat 
cAMP  cyclisches Adenosinmonophosphat 
CG  Choriongonadotropin 
Dhh  Desert hedgehog 
dpc  dies post coitum 
ERK1/2 Extracellular signal-regulated protein kinases 1 und 2 
FLC  fetale Leydig-Zelle 
GDP  Guanosindiphosphat 
GFP  green fluorescent protein 
GTP  Guanosintriphosphat 
hCG  humanes Choriongonadotropin 
Insl3  Insulin-like 3 
LC  Leydig-Zelle 
LDL  low-density-lipoprotein  
LH  luteinisierendes Hormon oder Lutropin 
LHR  Lutropin/Choriongonadotropin-Rezeptor 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 
P450c17 17α-Hydroxylase-C17,20-Lyase  
P450scc  Cholesterol side-chain cleavage enzyme 
PBR  peripheral-type benzodiazepine receptor 
PDGF  Platelet derived growth factor 
PECAM Platelet/endothelial cell adhesion molecule 
PFLC  postnatale fetale Leydig-Zelle 
PKA  Proteinkinase A 
PKC  Proteinkinase C 
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pp  post partum 
SC  Sertoli-Zelle 
Scc  = P450scc, siehe dort 
SF-1  Steroidogenic factor – 1 
SOX9  SRY-related HMG box 9 
SRY  Sex determining region of Y 
SSW  Schwangerschaftswoche 
StAR  steroidogenic acute regulatory protein 





























3.1 Embryonale Gonadenentwicklung 
Die Geschlechtsentwicklung des Menschen findet auf drei Stufen statt: das genetische 
Geschlecht wird über die chromosomale Ausstattung des Individuums bestimmt (X- oder Y-
Chromosom). Das gonadale Geschlecht ist über die Weiterentwicklung der initial bipotenten 
Gonadenanlage des Fetus determiniert. Das phänotypische Geschlecht ist abhängig von der 
Differenzierung der inneren und äußeren Genitalien bestimmt durch die Hormonproduktion 
der Gonaden (reviewed in Habert et al. 2001). 
Die sexuelle Differenzierung in utero ist ein äußerst komplexer Prozess, der bis heute nicht 
vollständig verstanden ist.  
Über die Richtung der Geschlechtsentwicklung des Embryos entscheidet das  
(Nicht-)Vorhandensein eines Y-Chromosoms. Auf dem kurzen Arm des männlichen 
Geschlechtschromosoms wurde die Genregion SRY entdeckt (Gubbay et al. 1990, Sinclair et 
al. 1990). Das Vorhandensein dieses Gens ist essentiell, um die bipotente Gonadenanlage 
eines Embryos in einen Hoden zu überführen. Der Mechanismus dabei verläuft 
wahrscheinlich über die Modifikation der Chromatin-Konfiguration, was zu einer Aktivierung 
bestimmter Hoden-spezifischer Gene führen könnte. Ein spezielles Ziel-Gen, welches durch 
SRY reguliert wird, ist bisher nicht isoliert worden (Canning und Lovell-Badge 2002). 
Es wurden bereits mehrere Faktoren identifiziert, welche essentiell für das Wachstum und das 
Überleben der bipotenten Gonadenanlage zu sein scheinen1. Der erste Unterschied zwischen 
einer XX- und einer XY-Gonade ist die Expression von SRY am Tag 10.5 bis 12.5 dpc 
(Maus). SRY wiederum fördert die Aktivierung weiterer wichtiger Faktoren auf dem 
Downstream-Signalweg hin zur Entwicklung des Hodens 2.  
Der vielleicht wichtigste Downstream-Faktor, welcher durch SRY reguliert zu werden 
scheint, ist SOX9, ein spezifischer Marker der Pre-Sertoli-Zellen. Es kann also vereinfachend 
postuliert werden, dass die Hauptaufgabe von SRY die Initiation der Differenzierung von 
Sertoli-Zellen zu sein scheint (Palmer und Burgoyne 1991). Die Sertoli-Zell-Entwicklung ist 
damit  der erste Schritt in der Entwicklung der männlichen Gonade. 
                                                 
1  Sf1 (Steroidogenic-factor 1) (Jeyasuria et al. 2004), Wt1 (Wilms tumor homologue), Lhx9 (LIM homebox 
protein 9), M33 (chromobox homologue 2 (Cbx2)), Emx2 (empty spiracles homologue 2), Igf1r (Insulin-like 
growth factor 1 receptor), Ir (Insulin receptor), Irr (Insulin receptor-related receptor) 
 
2 Sox9 (SRY-related HMG box 9), Fgf9 (fibroblast growth factor 9), Dax1 (nuclear receptor subfamily 0, B1 
(Nr0b1)), Arx (aristaless related homeobox),  Dhh (desert hedgehog) (Pierucci-Alves et al. 2001, Yao et al. 
2002, Park et al. 2007), Fog2 (zinc finger protein, multitype 2 (Zfpm2)), Gata4 (GATA binding protein 4) und 




Es folgen die Proliferation interstitieller Zellen, Zelleinwanderung aus dem Mesonephros 
(Tilmann 1999) zur Bildung der Vorläuferstruktur der Samenkanälchen sowie 
Vaskularisierung der Gonaden und Entwicklung von Leydig-Zellen. Die Hodenstruktur 
entwickelt sich dabei in zwei Kompartimenten: 1) Die Sertoli-Zellen, welche die Keimzellen 
umgeben, werden ihrerseits von den peritubulären Zellen umschlossen und von diesen durch 
eine Basalmembran getrennt. Diese Formation bildet die Samenkanälchen. 2) Im Interstitium 
befinden sich die Leydig-Zellen sowie Blutgefäße (reviewed in Brennan und Capel 2004). 
Damit werden die beiden Hauptfunktionen des Hodens deutlich: Entwicklung der Keimzellen 
in den Samenkanälchen unter Einfluss der Sertoli-Zellen sowie Hormonproduktion durch die 
Leydig-Zellen zur Virilisierung des Embryos in utero und Aufrechterhaltung des männlichen 
Sexualhormonhaushaltes während des postpartalen Lebens. 
 
 
Abb. 1: Von der bipotenten Gonadenanlage zum Hoden, modifiziert nach Brennan und Capel     





3.2 Entwicklung der Leydig-Zellen 
3.2.1 Fetale Leydig-Zellen 
Die Aufgabe der FLC besteht in der Testosteronproduktion zur Virilisierung des männlichen 
Urogenitalsystems in utero und sexuellen Prägung des Gehirns (Vilain und McCabe 1998). 
Des Weiteren produzieren FLC das Hormon Insulin-like 3, auch Relaxin-like Factor genannt. 
Es wird vermutet, dass Insl3 einen wichtigen Faktor zur Differenzierung des Gubernaculums 
darstellt. Letzterem wird eine entscheidende Rolle im Deszensus testis zugeschrieben, wobei 
klare Illustrationen des Deszensus-Prozesses noch fehlen (reviewed in Ivell und Hartung 
2003; Fiegel et al. 2011).  
Der Ursprung der FLC ist unklar. Es werden sowohl Fibroblasten des Mesonephros und der 
Urogenitalleiste (Buehr et al. 1993, Merchant-Larios und Moreno-Mendoza 1998, Nishino et 
al. 2001), das Zölomepithel (Karl und Capel 1998, Brennan et al. 2003) oder auch die 
Neuralleiste (Schulze et al. 1987, Davidoff et al. 1993) diskutiert. Die meisten Autoren sind 
dennoch der Meinung, dass die FLC mesonephrischen Ursprungs sind (reviewed in Griswold 
und Behringer 2009). Sicher ist, dass sie aus einer SF1-positiven Population entstammen (Luo 
et al. 1994, Hatano 1996) ebenso wie Zellen der Nebenniere (O’Shaughnessy et al. 2006). 
 
3.2.1.1 Embryologie fetaler Leydig-Zellen der Ratte 
Die Differenzierung der FLC beginnt am Tag 13 dpc. Das steroidogenesespezifische Enzym 
3β-HSD wird ab Tag 13.5 produziert (Gangnerau und Picon 1987), Testosteronproduktion 
kann ab Tag 14 detektiert werden (Habert und Picon 1984). Die typischen FLC-Cluster 
formieren sich ab Tag16 (Haider 2004). Ein Peak der FLC-Proliferation findet sich um Tag 
18-19 (Kuopio et al. 1989). Da sich die FLC nach der SC entwickelt, wird vermutet, dass ein 
Trigger für die Differenzierung der FLC SC-sezernierte Faktoren sind. Hier wird den SC-
sezernierten Faktoren Dhh und PDGFα eine entscheidende Rolle zugewiesen (Pierucci-Alves 
et al. 2001, Yao et al. 2002, Brennan et al. 2003, Gnessi et al. 2000). 
Die initiale Differenzierung der FLC erfolgt Gonadotropin-unabhängig (O’Shaughnessy et al. 
1998), da LH der Hypophyse erst ab Tag 16.5 detektiert werden kann (El-Gehani et al. 1998), 
die FLC jedoch bereits ab Tag 13.5 3β-HSD produziert. Hohe Plasma-LH-Level werden 
sogar erst ab Tag 20.5 beobachtet (Habert und Picon 1982). Eine Abhängigkeit der FLC-
Aktivität von LH entwickelt sich erst zwischen Tag 19.5 und 20.5 (Habert und Picon 1982). 
Die funktionelle Differenzierung der FLC geschieht also unabhängig von LH, während die 
spätere FLC-Aktivität unbedingt LH-abhängig ist. 
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Daten über das Schicksal der FLC sind widersprüchlich. Ältere Berichte sprechen von 
postpartalem Verlust der FLC durch Zelltod (Roosen-Runge und Anderson 1959), während 
neuere Untersuchungen zeigen, dass sich die FLC-Zahl nach der Geburt nicht wesentlich 
verändert (Mendis-Handagama et al. 1987, Kuopio et al. 1989). Kuopio et al. (1989) 
beobachteten sogar eine Zunahme der FLC-Zahl während des dritten bis 11. Tages postpartal, 
fanden ab der zweiten Woche nach Geburt jedoch Zeichen der Regression der FLC. Kerr und 
Knell (1988) wiesen nach, dass FLC im erwachsenen Hoden persistieren und keine 
postpartale Degeneration erleiden. 
 
3.2.1.2 Embryologie fetaler Leydig-Zellen des Menschen 
Die Entwicklung der männlichen Gonaden beginnt in der 6. SSW (Rabinovici und Jaffe 
1990). Precursorzellen der FLC können ab der 8. SSW nachgewiesen werden, die funktionelle 
Differenzierung der FLC scheint jedoch bereits eher zu beginnen, da Testosteron schon in der 
6.-7. SSW detektiert werden kann (Tapanainen et al. 1981). Ein Reifungshöhepunkt scheint in 
der 19.SSW erreicht, darauf folgt eine relative Ruhephase. Ab SSW 22 fällt die Anzahl der 
FLC stark ab (Haider 2004). Mögliche Faktoren, welche eine FLC-Degeneration initiieren 
könnten, sind TGFβ oder AMH (Gautier et al. 1997, Rouiller-Fabre et al. 1998). Der 
Descensus testis beginnt in der 28. SSW und ist zum Ende der regulären 
Schwangerschaftszeit abgeschlossen.  
Auch beim Menschen erfolgt die initiale Differenzierung der FLC unabhängig von LH 
(Habert et al. 2001). Die Theorie, dass beim Menschen das hCG der Plazenta die Entwicklung 
der FLC stimuliert, wird durch Beobachtungen widerlegt, dass ein Patient mit einer 
inaktivierenden Mutation des LH-/hCG-Rezeptors dennoch eine Entwicklung der Vasa 
deferentia und Epididymides zeigte. Die äußeren Geschlechtsorgane dieses Patienten waren 
allerdings weiblich (Kremer et al. 1995). Das zeigt, dass nur die initiale Phase der FLC-
Differenzierung und Funktionsbildung hCG/LH-unabhängig ist, die spätere 
Entwicklungsphase ab der 10. SSW, die zur Testosteronbildung für die Virilisierung der 
äußeren Geschlechtsorgane nötig ist, ist unbedingt hCG/LH-abhängig. Während der späteren 
Fetalzeit gerät die Hodenaktivität unter Hypophysenkontrolle  (Rabinovici und Jaffe 1990). 
Das Schicksal der menschlichen FLC postpartum ist unklar. Es gibt Theorien über Apoptose 






3.2.2 Adulte Leydig-Zellen 
3.2.2.1 Adulte Leydig-Zellen der Ratte  
Adulte LC gehen nicht aus FLC hervor (Dong et al. 2007). Die ALC-Entwicklung beginnt aus  
undifferenzierten Precursorzellen am Tag 10-13 pp, wahrscheinlich Fibroblasten der äußeren 
peritubulären Schicht und der perivaskulären Region (reviewed in Haider 2004). Ab Tag 14 
pp entwickeln sich daraus Progenitor-LC, welche LC-spezifische Marker exprimieren (3β-
HSD, P450scc, P450c17, LH-Rezeptor, Androgen-Rezeptor) und Androgene (hauptsächlich 
Androsteron) produzieren. Am Tag 28 bis Tag 56 pp entwickeln sich die Immaturen LC, 
welche eine deutliche Zunahme in der Aktivität von 3β-HSD, P450scc und P450c17 zeigen. 
Sie produzieren vorwiegend 5α-reduzierte Androgene (hauptsächlich 5α-Androstan-3α,17β-
diol = 3α-Diol), weil sie eine hohe Aktivität der 5α-Reduktase zeigen. Ab Tag 56 pp 
differenzieren sie zu reifen ALC. Diese zeigen mehr LH-Rezeptoren auf ihrer Oberfläche und 
erhöhte Aktivität der Testosteronbiosynthese-Enzyme. Enzyme, welche Testosteron abbauen 
(5α-Reduktase und 3α-HSD) zeigen verminderte Aktivitäten. Das Endprodukt der 
Androgenbiosynthese ist also abhängig vom Entwicklungsgrad der ALC, was darauf 
hindeutet, dass die Genexpression der steroidogenen Enzyme sequentiell geschieht und nicht 
simultan induziert wird (Ge und Hardy 1998). Im Gegensatz dazu erhalten die FLC sehr rasch 
das volle Arsenal steroidogener Enzyme weitestgehend unabhängig vom Entwicklungsgrad 
der Zelle (Mack et al. 2000). 
Die Proliferation der Precursorzellen geschieht unabhängig von LH. Für die anschließende 
funktionelle Differenzierung der ALC, speziell die Transformation der unreifen in die reife 
Form, ist LH allerdings essentiell. Für die Entwicklung der Precursorzellen sowie des 
unreifen Stadiums der ALC-Linie sind Androgene entscheidend.  
Ein Modell zur Untersuchung der ALC-Differenzierung ist die intraperitoneale Injektion von 
Ethandimethansulfonat (EDS), einem ALC-Antagonisten. Die Chemikalie induziert innerhalb 
von 72h Apoptose aller ALC in der Ratte und ermöglicht so, die Regeneration der ALC-Linie 
zu beobachten. 
 
3.2.2.2 Adulte Leydig-Zellen des Menschen 
Im Gegensatz zu Nagern liegt beim Menschen eine dreiphasische Entwicklung (Prince 2001) 
der LC-Population und damit der Testosteronproduktion vor: 1) 14.-19. SSW, 2) 2.-3. 
Lebensmonat und 3) ab der Pubertät. Wie initial beschrieben, ist ein erster Testosteronpeak, 
produziert durch die FLC, für die Virilisierung des männlichen Embryos nötig. Nach der 
Involution während der späten Fetalzeit kommt es unmittelbar postpartal zu einer erneuten 
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Proliferation der LC, welche einen Höhepunkt um den 2.-3. Lebensmonat zeigt und bis zum 
Ende des ersten Lebensjahres wieder abfällt. Diese neonatale Phase der LC-Funktion wird auf 
die Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Testis-Achse zurückgeführt, welche durch 
den Wegfall der hemmenden Effekte des Choriongonadotropins auf die Hypophysensekretion 
verursacht werden könnte (Huhtaniemi 1989).   
Nach der relativen Ruhephase der Kindheit folgt die pubertale Entwicklungsphase der 
Leydig-Zellen, welche den Übergang in die Geschlechtsreife bedeutet. 
 
 
Abb. 2: Lichtmikroskopische Aufnahmen interstitiellen testikulären Gewebes postnataler  
Ratten.  
1) Neugeborene Ratte. (F) differenzierte FLC-Cluster. (U) undifferenzierte Spindel- 
förmige mesenchymale Zellen. (C) Testicular Cords 
2) Alter 18 Tage. (A) ALC. 3) Alter 28 Tage. 4) Alter 43 Tage. (*) Arteriole 




Die Hauptaufgabe der FLC und reifen ALC besteht in der Produktion von Testosteron. Dieses 
wird aus Cholesterol synthetisiert, was entweder als LDL-Cholesterol aus dem 
Systemkreislauf aufgenommen oder aus Acetyl-CoA in den Leydig-Zellen synthetisiert wird. 
StAR (Pon und Orme-Johnson 1986, Clark et al. 1994) und PBR (Mukhin et al. 1989) 
transportieren Cholesterol von der äußeren an die innere Mitochondrienmembran. Dieser 
Cholesteroltransfer ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Steroidbiosynthese. An 
der inneren Mitochondrienmembran wird Cholesterol durch P450scc mittels 
Seitenkettenabspaltung in Pregnenolon umgewandelt. Pregnenolon wird schließlich ins glatte 
endoplasmatische Retikulum befördert, wo die übrigen Schritte der Testosteronbiosynthese 
stattfinden. Die Konversion kann dabei über den Delta4- (Progesteron) oder den Delta5-
Pathway (Pregnenolon) verlaufen. In Menschen und höheren Primaten verläuft die 
Steroidogenese hauptsächlich über den Delta5-Pfad (Chemes 1996). Durch drei 
Hydroxylierungen, zwei Spaltungen und eine Isomerisation entsteht aus Cholesterol 
schließlich Testosteron. 
 
Abb. 4: Steroidbiosynthese in Leydig-Zellen, Quelle: Habert et al. 2001 
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Der LH-Rezeptor ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, welcher durch die Liganden LH und 
CG aktiviert wird. Ligandenbindung führt zur Konformationsänderung des Rezeptors und 
damit Bindung und Aktivierung des heterotrimeren G-Proteins durch Austausch von GDP 
gegen GTP an der α-Untereinheit des G-Proteins. Es dissoziiert in die α- und die βγ-
Untereinheit. Die Untereinheiten initiieren nun die Signaltransduktion hauptsächlich durch 
Aktivierung der Adenylycyklase, welche den Second Messenger cAMP produziert (Ascoli et 
al. 2002, Koelle 2006).  
Durch cAMP-Bindung wird die Proteinkinase A aktiviert, welche Substrate an spezifischen 
Threonin- bzw. Serinresten phosphoryliert, in erster Linie Trankskriptionsfaktoren, welche 
die Gentranskription von StAR regulieren. Allerdings scheinen etwa 10-15% der 
Androgenproduktion durch einen StAR-unabhängigen Mechanismus vermittelt zu sein 
(Stocco et al. 2005).  
Alternative Signalkaskaden, die unabhängig der cAMP/PKA-Signaltransduktion ablaufen, 
machen lediglich 1% des Messenger-Systems aus (Stocco et al. 2005). Hierzu zählen 








































4.2 Überblick über das Projekt 
Über die Funktion der FLC in der ersten Phase des postpartalen Lebens ist wenig bekannt. 
Das Ziel unseres Projekts war es deshalb, die postnatalen FLC betreffend Phänotyp und 
Steroidogeneseprofil besser charakterisieren und damit zum besseren Verständnis sexueller 
Entwicklungsstörungen sowie Kryptorchismus beitragen zu können. Durch magnetische 
Zellseparation erhielten wir hochreine Kulturen PFLC (97-98%) von 8-Tage alten Ratten. Wir 
untersuchten die Steroidproduktion unter Kontrollbedingungen sowie unter Stimulation mit 
hCG und (Bu)2cAMP. Des Weiteren untersuchten wir die Expression Leydig-Zell-
spezifischer Gene unter basalen Bedingungen und nach (Bu)2cAMP -Stimulation sowie den 
Einfluss von (Bu)2cAMP auf die Expression von P450c17. Zuletzt wurde der Einfluss 
parakriner Faktoren auf die Proliferation von PFLC beleuchtet. 
 
4.3 Methodik: Magnetische Zellseparation 
In dieser Arbeit wird das erste Mal die Methode der magnetischen Zellseparation zur Isolation 
fetaler Leydig-Zellen aus einer Suspension testikulärer Zellen genutzt. Hierfür werden die 
Zellen mit einem polyklonalen LH-Rezeptor-Antikörper (Hase) inkubiert. Nach mehreren 
Waschschritten folgt die Inkubation mit einem Anti-Hase-Antikörper (Ziege), welcher an 
magnetische Teilchen gebunden ist. Im letzten Schritt erfolgt die Auftrennung im 
magnetischen Feld einer speziellen Trennsäule – die markierten Zellen werden zurück 
gehalten, während die nicht-markierten ausgewaschen werden. 
 
 





4.4 Ergebnisse des Projektes 
In den ersten 24h der Kultivierung zeigte sich eine niedrige Produktionsrate von Testosteron 
und Progesteron, welche sich unter Stimulation mit hCG (10ng/ml) um das 11- bzw. 17fache 
steigerte. Nach Fortführung der Zellkultivierung über weitere 48h fielen die Steroidlevel 
deutlich ab bis auf nichtdetektierbare Werte nach 72h Kultivierung. 
Des Weiteren untersuchten wir den Einfluss von (Bu)2cAMP auf die Steroidproduktion. Die 
Produktion von Testosteron und Androstendion erreichte einen Höhepunkt nach 24h 
Kultivierung mit (Bu)2cAMP und fiel danach zeitabhängig deutlich ab. Im Gegensatz dazu 
zeigte die Progesteronproduktion nach 72h Stimulation ihr Maximum. Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass die Expression und/oder die Aktivität des Enzyms P450c17 und damit 
die Konversion von Progesteron im Zeitverlauf abgeschwächt worden ist. 
Die Untersuchung der Genexpression Leydig-Zell-spezifischer Marker (LHR, 3βHSD, 
P450c17, 17βHSD, Insl3) offenbarte, dass PFLC nach 72h Kultivierung ihre Fähigkeit 
verloren, diese Gene zu exprimieren mit Ausnahme 17βHSD. Unter Stimulation mit 
(Bu)2cAMP allerdings zeigten sich alle untersuchten Marker bis auf den LH-Rezeptor 
exprimiert, was uns darauf schließen lässt, dass ein cAMP-abhängiger Signalweg verhindert, 
dass PFLC dedifferenzieren und ihre Leydig-Zell-spezifischen Marker verlieren. 
Außerdem beobachteten wir, dass die Inkubation mit (Bu)2cAMP die P450c17-Expression 
stimulierte. Die Akkumulation von Progesteron ließ uns allerdings vermuten, dass die 
Hochregulation der P450c17-Expression nur auf dem transkriptorischen und nicht auf dem 
translatorischen Level geschieht. 
Zum Beweis der Stimulation der Genexpression von P450c17 wurde eine quantitative 
Realtime-PCR durchgeführt, die unter Behandlung mit (Bu)2cAMP im Vergleich zur 
Kontrollsituation eine 100fach stärkere Genexpression zeigte. 
In Westernblot-Analysen zeigte sich, dass (Bu)2cAMP die P450c17-Expression auf dem 
Proteinlevel in der Tat nicht stimulieren konnte. 
Abschließend untersuchten wir den Einfluss von parakrinen Faktoren auf die Proliferation von 
PFLC und zeigten, dass eine Inkubation mit PDGFα allein sowie zusammen mit (Bu)2cAMP 








5. Zusammenfassung der Arbeit 
 
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades  
Dr. med.  
 
Steroidogenesis and steroidogenic gene expression in postnatal fetal rat Leydig cells 
 




Universität Leipzig, Klinik und Poliklinik für Kinder und Jugendliche in Kooperation mit dem 
Department of Women’s and Children’s Health des Karolinska Instituts und 
Universitätsklinikums, Stockholm, Schweden 
 
betreut von: 
Prof. Dr. med. W. Kiess (Leipzig)  
Prof. O. Söder, MD, PhD (Stockholm) 
 
Monat und Jahr der Einreichung: 
August 2013 
 
5.1 Interpretation der Untersuchungsergebnisse 
Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen, dass der cAMP-/PKA-Signalweg eine wichtige Rolle in 
der Regulation Leydig-Zell-spezifischer Gene in PFLC und in der Produktion von Steroiden 
spielt.  
Im Speziellen wurde die Genexpression von 3βHSD, P450c17 und Insl3 durch (Bu)2cAMP 
aktiviert. Unsere Beobachtungen bestätigen, dass besonders die Expression von P450c17 
nicht nur in ALC (Anakwe und Payne 1987, Payne und Sha 1991, Scott et al. 2009) stark vom 
cAMP-Signaling abzuhängen scheint, sondern auch in PFLC (Lu et al. 1991). 
Die Ansammlung von Progesteron im Kulturmedium und unser Westernblot-Ergebnis deuten 
allerdings darauf hin, dass kein funktionales P450c17-Protein translatiert wird und die 
Upregulation von P450c17 lediglich auf Transkriptionsebene stattfindet. Der Mechanismus 
hinter dieser Beobachtung bleibt vorerst unklar. Ein Estrogen-abhängiger Mechanismus, der 
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eine Desensibilisierung von ALC nach Überstimulation mit hCG/(Bu)2cAMP bewirkt (Tsai-
Morris et al. 1985 und 1986), erscheint unwahrscheinlich.  
Da unter basalen Bedingungen PFLC ihre Fähigkeit verlieren, Leydig-Zell-spezifische 
Marker zu exprimieren, konstatieren wir, dass PFLC ohne die Aktivität der cAMP-/PKA-
Signalkaskade dedifferenzieren. Auch in früheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass 
Dedifferenzierung von LC zur Folge hat, dass sowohl die Steroidproduktion (Lerchl et al. 
1993) als auch die Fähigkeit zur Expression von Insl 3 (Klonisch et al. 1999, Paust et al. 
2002), einem Marker für den Funktions- und Differenzierungsgrad (Balvers et al. 1998, 
McKinnell et al. 2005), versiegen. 
PDGF ist ein Wachstumsfaktor, welcher in Homo- oder Heterodimeren auftritt, die aus den 
Polypeptiden PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C oder PDGF-D bestehen. Diese Liganden 
interagieren mit 2 Rezeptor-Tyrosinkinasen, PDGFR-α und PDGFR-β, welche 
unterschiedliche Ligandenbindungskapazitäten besitzen (reviewed von Mariani et al. 2002). 
PDGF spielt eine wichtige Rolle in der Proliferation und Migration von mesenchymalen 
Zellen während der Morphogenese epi- und endothelialer Strukturen (reviewed von Betsholtz 
et al. 2001). Auch in der Organogenese des Hodens kommt PDGF große Bedeutung in der 
Entwicklung der Hodengefäße und Aufteilung der Hodenstruktur in Interstitium und 
Hodenstränge zu (Brennan et al. 2003). PDGF-abhängige Signalwege und Zielgene  in FLC 
konnten bereits aufgezeigt werden (Schmahl et al. 2008). In Maus-Knock-out-Studien (Pdgfr-
α
-/-) konnte eine deutliche Beeinträchtigung in der Differenzierung FLC durch eine starke 
Verminderung bzw. einen Verlust der Expression von P450scc gefunden werden (Brennan et 
al. 2003). Die adulte LC-Linie scheint noch stärker von der PDGF-Signalkaskade 
abzuhängen, da in Knock-out-Experimenten bereits die Mutation im Liganden Pdgfa zu 
einem kompletten Verlust von ALC führte, wobei die FLC-Population kaum beeinträchtigt 
war (Gnessi et al., 2000). 
Unsere Ergebnisse einer Zunahme der Proliferation unter Behandlung mit PDGF bestätigen 
die Beobachtungen einer stimulierenden Wirkung des PDGF-Signaling auf die FLC. Die 
Potenzierung der mitogenen Aktivität der FLC unter Stimulation durch PDGF in 
Kombination mit (Bu)2cAMP deutet darauf hin, dass die cAMP-/PKA-Signalkaskade und der 
PDGF-aktivierte Signalweg an denselben Zielproteinen zusammentreffen, um die mitotische 







In unserer Studie haben wir gezeigt, dass eine cAMP-abhängige Signalkaskade eine 
essentielle Rolle in der Differenzierung und Funktion von PFLC spielt. Unsere 
Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, dass das Schicksal der PFLC durch 
Dedifferenzierung bestimmt sein könnte. Unveröffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe 
zeigen im Verlauf der Kultivierung eine Zellformänderung der PFLC von einer runden hin zur 
polygonalen Form. Ist dies ein Hinweis auf eine Dedifferenzierung, möglicherweise in 
Richtung einer peritubulären Zelle? 
Weitere Untersuchungen bezüglich anderer intrazellulärer Signalkaskaden, welche für die 
Entwicklung und Funktion der FLC essentiell sind, sind nötig. Ebenso fehlen Ergebnisse zu 
anderen parakrinen Faktoren und Regulatoren, die im Entwicklungszyklus einer FLC eine 
Rolle spielen, sowohl in Richtung Differenzierung als auch Dedifferenzierung. 
Untersuchungen zum Einfluss von Xenobiotika und endokrinen Disruptoren auf Entwicklung 
und Funktion von Leydig-Zellen deuten auf Beeinträchtigungen mit weitreichenden Folgen 
hin (Svechnikov et al. 2010). Eine Beeinflussung von FLC kann eine inkomplette 
Virilisierung sowie Fehlbildungen im männlichen Urogenitaltrakt zur Folge haben. 
Weiterführende Forschung zu Wirkungsmechanismen und intrazellulären Signalkaskaden, 
welche in der Endkonsequenz zur Reduktion der Testosteronproduktion führen, sind nötig. 
Somit ist die weitere Charakterisierung von PFLC und FLC ein wichtiger Schritt hin zum 
besseren Verständnis sexueller Differenzierungs- und Reifungsstörungen wie 
Kryptorchismus. 2-8 % aller männlichen Neugeborenen weisen einen Maldeszensus testis auf, 
Frühgeborene sind häufiger betroffen. Kryptorchismus ist damit die häufigste männliche 
Genitalfehlbildung (Ritzén 2008). 
Ein besseres Verständnis der Hodenembryologie wird zum besseren Verständnis der 
Pathogenese von Entwicklungs- und Reifungsstörungen beitragen und damit die uns zur 
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